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5 W 要 : 机 体 的 生长 激素 (GH) /类 胰岛 素 样 生长 因子 〈IGFs) 轴 由 GH 系统 和 IGFs 系统 
6 ”构成 ,可 促进 细胞 增殖 、 调 节 生 长 发 育 、 调 控 生 理 代谢 ,在 机 体 生长 发 育 调控 方面 有 着 重要 
7 VER. HAMPEE GH/IGFs 轴 的 功能 结构 和 进化 特征 ， 为 辐 腹 蛙 生长 发 育 调控 方面 的 研 
8 ， 完 提 供 理论 依据 ， 本 试验 对 棘 腹 蛙 GH、 类 胰岛 素 生 长 因子 - [ CIGF- 1) 和 类 胰岛 素 生长 因 
9 “ 子 -ICGF-I) 进 行 克隆 并 对 其 序列 特征 进行 分 析 。 结 果 发 现 : 1) 与 两 栖 类 模式 动物 的 多 重 
10 ”序列 比 对 发 现 环 腹 蛙 GH, IGF- 和 IGF- 了 I 的 功能 结构 域 严格 保守 , 具有 一 定 的 遗传 多 态 性 ; 
11 7GF-I 的 N 端 呈 简 缩 进化 趋势 。2) FE HE RAT OT ASE IGFs 与 两 栖 动物 聚 为 一 
120 X, 并 与 硬 骨 鱼 相对 近 缘 , 说 明 IGF- I 和 71GF- 了 进化 地 位 相对 原始 ; PE GH 则 与 蛙 类 、 

13 ”和 鱼 类 等 水 生动 物 相对 近 缘 ， 暗 示 该 基因 具有 趋同 进化 趋势 。3) 为 进一步 明确 上 述 基 因 的 特 


p= 14 ”异性 功能 位 点 ， 利 用 SWISS 软件 解析 其 蛋白 质 结构 ， 最 终 确 定 IGF- I 的 THR52、LEU53、 


N 15 PHE72, PHE73, SER74 为 潜在 的 功能 分 化 位 点 ，IGF- 开 的 TYR81、LYS82、LYS83 为 潜在 
16 ”的 功能 分 化 位 点 ，GH 的 PHE208 为 潜在 的 功能 分 化 位 点 。 由 此 可 知 ， 球 腹 蛙 GH/IGFs 轴 的 
17 ”主要 基因 相对 保守 ， 但 与 已 知 模式 物种 相 比 ， 存 在 潜在 的 功能 分 化 位 点 ， 可 作为 后 期 棘 腹 蛙 
18 GH/IGF 轴 功 能 研究 和 遗传 进化 特征 分 析 的 分 子 靶 标 。 

19 ”关键 词 : 棘 腹 蛙 ， 类 胰岛 素 生长 因子 ;生长 激素 ;序列 分 析 ; 结构 特征 


O 20 ”中 图 分 类 号 : 文献 标识 码 ，A 文章 编号 : 
21 生长 激素 (GH) 是 腺 垂体 细胞 分 泌 的 肽 类 激素 ， 是 影响 动物 生长 和 发 育 的 主要 内 源 因 


22 素 。 类 胰岛 素 生长 因子 IGFs) 分 为 类 胰岛 素 生 长 因子 -I IGFD 和 类 胰岛 素 生长 因子 
23 ”-HdGF-ID2 种 类 型 , 是 存在 于 血浆 内 的 一 类 既 有 促 生长 作用 又 有 胰岛 素 样 作用 的 多 肽 。 目前 
24 ”已 前 明 机 体 的 生长 是 由 GHVIGFs 轴 所 控制 , GH 从 垂体 分 泌 后 ,通过 GH 受 体 的 介 导 进而 刺 
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激 肝脏 和 其 他 组 织 合 成 并 分 泌 IGFs， 后 者 通过 IGFs 受 体 的 介 导 发 挥 生物 学 功能 串 。 


西部 
的 规 
腹 蛙 
山区 
养殖 


长 发 
属于 
AA 
GH) 


位 点 


HEIE (Paa boulengeri) LAA. AUS, RETEK, WER, PER, ERE 


HEARKE A REAA, LES. EREA, EE 
RHES, MER (PHBE WHA eB) M Ch aye A ae) Pkk. Wi 
ERT RKER, ATERT ORME NAS 45~70 元 /kg， 其 人 工 养殖 已 经 成 为 
农民 脱贫 致富 的 重要 途径 。 为 更 好 的 保护 野生 资源 ， 同 时 满足 经 济 需求 ， 环 腹 蛙 的 人 工 
热度 逐年 上 升 。 

本 课题 组 前 期 对 棘 腹 蛙 的 人 工 饲养 条 件 进行 探索 时 发 现 , 温度 过 高 或 过 低 都 会 影响 其 生 
育 ， 而 温度 对 GH/IGFs 轴 的 影响 尤为 明显 。 对 棘 腹 蛙 的 遗传 特性 研究 发 现 环 腹 蛙 种 群 
ASSP SCOT, 在 进化 过 程 中 相对 独立 R31, 并 无 其 他 模式 物种 的 相关 数据 可 以 参考 。 
究 拟 从 转录 组 测序 获得 的 信息 入 手 ， 克 隆 GH/GFs 轴 的 关键 基因 UGF-1. IGF-II il 
对 其 进行 生物 信息 学 分 析 ， 深 入 了 解 其 基因 特性 ， 发 掘 物种 特异 性 的 潜在 功能 作用 
， 为 探索 以 棘 腹 蛙 为 代表 的 两 栖 动物 的 生理 反应 和 生长 发 育 调节 机 制 黄 定理 论 基础 。 


1 ”材料 与 方法 
1.1 试剂 与 耗材 


殖 系 


2 少 龄 健康 为 腹 蛙 ， 饲 养 于 重庆 珍稀 濒危 水 产 资源 保护 与 开发 研究 中 心 两 栖 动 物流 水 养 


统 。Trizol、 焦 碳酸 二 乙 酯 (DEPC) 购 自 上 海 生 工 生物 工程 有 限 公 司 ，cDNA 合成 试剂 


E Taq 酶 .PCR 纯化 试剂 盒 购 自 Promega 公司 , 凝 胶 回收 试剂 盒 购 自 OMEGA 公司 , DL2000 
DNA Marker 购 自 宝 生物 工程 (大 连 ) 有 限 公 司 。 
1.2 引物 设计 与 合成 


数据 
基因 


基因 


基因 序列 主要 基于 前 期 本 实验 室 建 立 的 棘 腹 蛙 旺 旦 的 Ilumina solexa 第 二 高 通 量 转录 组 
库 ， 利 用 实时 荧光 定量 PCR(RT-qPCR)A IIRA T WUE GH, IGF- 1. IGF-I MAK 
序列 ， 并 经 过 比 对 验证 其 序列 与 转录 组 数据 结果 一 致 。 最 后 ， 利 用 Primer 5.0 软件 设计 
的 特异 性 引物 ， 由 苏州 金 唯 智 生 物 科 技 有 限 公司 合成 。 
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扩 增 长 度 
H 天 | x 
引物 序列 Primer sequences Amplification 
Gene names 
length/bp 
F: 5’ -ATCCTTCTTCTGTTTGCTAAATCTG-3' 
类 胰岛 素 生 
长 因子 - 904 
IGF- I 
R: 5’ -CTCTAGGGGACACAGGCTATTA-3’ 
F: 5’ -GCAACATCCAGCAATACCACAGCGA-3’ 
类 胰岛 素 生 
长 因子 -I 944 
IGF-I 
R: 5’ -CTTTGGTGTCTCAGTTTGCTCGTTT-3’ 
生长 激素 
F: 5’ -TGGAACCCGAACATACATCAGGAAC-3’ T 
GH R: 5’ -AGACACAAAAAGCACAAAGCAAAAT-3’ 


1.3 cDNA 制备 

取 双 毁 散 法 处 死 的 琼 腹 蛙 肝脏 ， 立 即 放 入 液 氮 中 。 随 后 总 RNA 按照 试剂 盒 说 明 书 进行 
提取 , 并 利用 Promega 公司 的 CDNA 合成 试剂 盒 说 明 书 完成 单 链 CDNA (ss CDNA) 的 制备 。 
1.4 序列 克隆 与 测定 


利用 高 保 真 DNA Taq 酶 进行 PCR 扩 增 , RT-PCR 反应 体系 为 : cDNA 模板 1 uL, 10xEx 


Taq PCR buffer 2.5 pL. Ex Tag 0.65 U, dNTP (100 pmol/L) 1 uL, MgCl: 1 nL、 上 游 引 物 1 


uL, FYESH 1 nL, 加 ddH20 至 总 体积 25 WL. 采用 PCR 反应 程序 : 1) 94 °C 预 变性 4 min; 


2) 94 °C 变性 90 s; 3) 58 *C 退 火 90 s; 4) 72 °C 延伸 90 s; 5) 将 步骤 2~4 重复 循环 30 次 ; 


6)72 "C 终 延伸 10 min; 7) 12 °C 保存 。 最 后 ，PCR 产物 经 1% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 进行 检测 后 切 
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取 与 基 
至 大 肠 


苏州 金 


因 长 度 一 致 的 片段 ， 经 TaKaRa 凝 胶 回收 试剂 盒 纯化 后 连接 pMD 19-T 载体 ， 并 转化 


FFE CE. coli) JM109 感受 态 细胞 中 ， 利 用 赣 和 白斑 筛选 阳性 质粒 ， 经 双 酶 切 验证 后 送 


唯 智 生物 科技 有 限 公司 测序 。 


1.5 生物 信息 学 分 析 


1.5.1 


在 


多 重 序列 比 对 和 Boxshade Server 序列 对 齐 ， 最 后 结果 由 Photoshop CS6 进行 处 理 。 


遗传 多 态 性 分 析 方 法 


NCBI 数据 库 中 检索 GH. IGF-1 、1IGF- II 的 同 源 序列 ， 利 用 ClustalX 1.83 软件 进行 


1.5.2 遗传 进化 分 析 
在 GenBank 数据 库 中 检索 近 缘 物种 序列 ， 利 用 ClustalW 对 齐 后 ， 利 用 MEGA 5.0 软件 
IGF- | 、1GF- 了 I 同 源 基因 进行 邻近 (neighbor-joining) 法 构建 系统 进化 树 ， 取 1 000 


对 GH, 


次 重复 检验 以 估算 各 分 支 的 置信 值 。 


1.5.2 


蛋白 质 结构 分 析 


目 


Swiss-model server 软件 Chttps://swissmodel.expasy.org/) 预测 目的 蛋白 质 的 三 维 结构 ， 最 后 


3 


À 


首先 利用 Phyre2 4x Chttp://www.sbg.bio.ic.ac.uk/) 检索 和 蛋白质 模 型 ， 然 后 使 用 


| Swiss-Pdb-viewer 软件 进行 图 像 处 理 和 和 蛋 


白质 结构 还 原 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 IGF- 工 的 序列 特征 分 析 


以 2 岁 龄 环 腹 蛙 肝 脏 组 织 CDNA 为 模板 进行 IGF- I 的 基因 扩 增 (图 1-A) KWE 
He REE IGF- I 与 已 发 布 的 2 种 蟾 晓 的 近 缘 基因 进行 比较 ， 发 现 前 者 保守 的 功能 
结构 域 存在 较 多 的 氨基 酸 位 点 突变 〈 图 1-C )。 


1-B), 
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XP_002936875.1 METNNNLSTQLFKCYFCD I LKLKMHKMSCI HLLYLVLCFLTLTHSAAAGPEAECGAELVD 
NP_001156865.1 MEKNNSLSTQLFKCYFCDFLKLKMHKMSYIHLLYLALCFLTLTHSAAAG CGAELYD 


IGF__I-like-Pb MEKNNCPSTQLFKCYFCDILKVRMHTMTYMHLFY LGLCLLTLTHSAAAGQETLCGAELVD 
tek kk 次 实 光 实 光 灾 光 实 次 实 灾 ek) ek tok ek ok pinininininink ok eink 

XP_002936875. 1 TLQFVCGDRGFYLTYPTGYGSNNRRSHHRGIVDECCFOSCDFRRLEMYCAPAKPAKSARS 

NP_001156865. 1 TLQFVCGDRGFYLPTGYGSSNRRRRSHHRGIVDECCFQSCDFRRLEMYCAPAKPAKSARS 

IGF__I-like-Pb ALQFVCGDRGFFFSKPVGYGYSSRRSHHKGIVDECCFQSCDLRRLEMYCAPAKPAKSARS 
Jedd Ok ek oook iidideniginiginink donnie 

XP_002936875.1 VRAQRHTDMPKAQKEVHPKNTSRGNTGSRGFRM 

NP_001156865. 1 VRAQRHTDMPKAQKEVHLKNASRGNTGSRGFRM 

IGF__I-like-Pb VRAQRHTDMPKAQKEVHHKNASRGNTGSRSFRM 


Joken nenkin ete :大 闪 太夫 类 交大 大 koek 


C 


A: 琼 腹 蛙 IGF- I WEARI 34, BARE IGF- 1 的 序列 分 析 ; C: EA A IGF- 工 遗 传 多 态 性 分 析 。 


MURY IGF- 1 ; XP_002936875.1 注释 为 热带 爪 蟾 TGF-I。 黄 色 表 示 环 腹 蛙 IGF- 


TIT 


NP_001156865.1 注释 为 


潜在 功能 分 化 位 点 。 


A: the gene amplification of IGF- 1 from Paa boulengeri, B: the sequence analysis of IGF- I from Paa 
boulengeri, C: the genetic polymorphism analysis of IGF- [| from known amphibians. NP_001156865.1 
represents for IGF- I from Xenopus laevis; XP_002936875.1 represents for IGF- I from Xenopus tropicalis. 


The potential differentiation amino acid sites of IGF- I from Paa boulengeri are shadowed in yellow. 


图 1 棘 腹 蛙 IGF- I 序列 特征 分 析 


Fig.l The sequence characteristic analysis of IGF-I form Paa boulengeri 
取 不 同 代 表 物 种 IGF- 工 进行 聚 类 分 析 并 构建 系统 进化 树 〈 图 2)， 发 现 IGF- 工 主要 分 为 
两 大 文 ， 一 支 为 高 等 哺乳 动物 ， 一 支 为 爬行 动物 、 乌 类 和 两 栖 动 物 ， 其 中 ， 环 腹 蛙 IGF- I 
与 无 尾 目 两 栖 动物 、 部 分 水 栖 性 爬行 动物 聚 为 一 文 ,与 其 他 陆 生 兰 椎 动物 近 缘 ， 说 明 棘 腹 蛙 
IGF- 工 与 两 栖 类 模式 动物 爪 蟾 IGF- 1 存在 较 大 程度 的 遗传 分 化 ,值得 注意 的 是 , 扬子鳄 IGF- 
I 有 3 个 拷贝 , 其 中 2 个 拷贝 与 鸟 纲 近 缘 , A 1 个 拷贝 与 中 华 遇 单 独 聚 为 一 支 , 与 缅 馈 蟒 蛇 
ATE EMCI, HEMT HESTON IGF- 工 可 能 是 由 原始 的 爬行 两 栖 动 物 起 源 而 来 。 


47 


75 


99 0.1 
100 


101 


102 AYR AY Wr BREE IGF- I 的 蛋白 


原 鸡 Gallus gallus|NP 001004384. 1| 

85} (43 Tyto alba |XP 009961122.1| 

原 鸡 Gallus gallus |AGG38005.1| 

扬子 铝 Alligator sinensis |NP 001273775.1| 

99 -美洲 短 吻 鲍 Alligator sinensis |ALQ12262.1| 

北美 变色 蜥 Anolis carolinensis |XP 008108777.1| 
XAH Protobothrops mucrosquamatus |XP 015673713.1| 
“ Bos taurus |XP 005206554.1| 

a |- Homo sapiens |NP 000609. 1| 

T} Equus caballus |NP 001075967.2| 


大 西洋 钙 Oncorhynchus mykiss |AGI75371.1| 
87 [ 斑马 角 Danio rerio |AAI14263.1| 
100 一 草鱼 Ctenopharyngodon idella |AGW17294.1| 


A HUI: IGF-1.aa.seq 
ZuE Xenopus tropicalis |XP 002936875. 1| 
AEE Xenopus laevis INP 001156865. 1| 


]2 PRE IGF- I 的 聚 类 分 析 


Fig.2 The clustering analysis of IGF- I form Paa boulengeri 


质 结构 ， 我 们 利用 Swiss-model server 软件 进行 结构 预 


103 WM, WK 3 所 示 。 相 较 于 人 类 IGFs 蛋白质 结构 3Iri.1AU9 而 言 ， 两 者 序列 相似 度 达 84.6%. 
104 ”其 氨基 酸 序列 中 ， 氨 基 酸 31 一 48 处 存在 1 个 跨 膜 域 ， 氮 基 酸 51~109 处 为 IGF-I-like 
105 superfamily 功能 结构 域 。IGF- I 的 蛋白 质 结构 成 分 主要 由 2 个 B 折 车 和 4 个 a 螺旋 构成 , AL 


106 ”两 端 存在 未 知 功 能 区 域 ， 其 中 THR52、LEU53、PHE72、PHE73、SER74 为 物种 特异 的 毛 


107 RREME, nE 


108 


109 
110 


质 存在 一 定 功能 分 化 。 
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Model_01 MEKUN CPS TOLF k PEO 1 LK vr TMD VHALPYLODOL 75 
31ri .1.R fiPESSDE Vice k TLCGRELYDALOFYC)sDRGFYFINK 40 
"ode1_01 (== SSS hhl aan Gs Gots s rr aoRHrDMP KAOKEVHHKNASRGNTGSRS 150 
31ri.1.AP TGYGSSSRRACOTGIM@#DEOCFR S CDERRDEMYCAP L. KP AKSA---------------- ------- 83 
Model_01 FRM 153 
3lri.l.A-- 

C 


A: BURIE IGF-I 的 蛋白 质 三 维 结构 分 析 ; B: PRE IGF-I 的 特异 功能 结合 位 点 预测 ; C: PE IGF-I 


与 人 类 IGFs 模板 31ri.1.A10 的 蛋白 质 构象 差异 分 析 。 


A: the 3D protein structure analysis of IGF-I from Paa boulengeri; B: the specific functional target prediction 
of IGF-I from Paa boulenger; C: the protein conformation difference analysis between IGF-I from Paa boulengeri 


and the IGFs template 3lri.1.A from human beings!” 


图 3 PRIE IGF- I 的 蛋白 质 结构 分 析 


Fig.3 The protein structure analysis of IGF- I from Paa boulengeri 
2.2 IGF- II AFF FREES OT 
PADUREK JGF- 工 基因 并 测序 ， 利 用 ClustalX 1.83 软件 对 其 遗传 多 态 性 进行 分 析 ， 

结果 如 图 4 所 示 。 其 氨基 酸 序 列 中 , AER 54~114 处 为 TGF-I 的 功能 结构 域 , 氨基 酸 147 一 
204 处 为 TGF-I 的 C 端 功能 结构 域 ， 暗 示 该 基因 可 能 主要 参与 环 腹 蛙 的 免疫 防御 。 与 非洲 
JTW FH Saute TS 2 种 已 知 的 两 栖 模 式 动物 相 比 ， 更 腹 蛙 IGF- I 的 拷贝 数 明显 减 少 ， 并 且 该 
基因 的 N 端 呈 简 缩 进 化 趋势 ， 且 其 功能 结构 域 呈 现 插 入 突变 ， 说 明 琼 腹 蛙 TGF-I 的 功能 分 
化 较为 明显 。 
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Fig.5 The clustering analysis of IGF-II from Paa boulengeri 
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A: 棘 腹 蛙 IGF- I AY EE A = 2a aT; B: PRE IGF- 本 的 特异 功能 结合 位 点 预测 ; C: WAE IGF- 


TL GAZ IGFs 模板 3lri.1.A09 的 蛋白 质 构象 差异 分 析 。 


A: the 3D protein structure analysis of IGF- I from Paa boulengeri, B: the specific functional target 
prediction of IGF- | from Paa boulenger; C: the protein conformation difference analysis between IGF- I from 


Paa boulengeri and the IGFs template 3lri.1.A from human beings001. 
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Fig.6 The protein structure analysis of IGF-II from Paa boulengeri 


对 比 IGF-I 和 IGF-II 作 用 位 点 和 结合 方式 差异 的 预测 , 我 们 利用 PDB-Viewer 还 原 了 这 2 
种 重 白 质 的 蛋白 质 骨 架 ， 如 图 3-A 和 图 6-A 所 示 ， 黄 色 部 分 为 IGF-I 和 IGF-II 作 用 位 点 相同 
的 区 域 , 结果 二 者 仅 有 3 处 区 域 有 明显 差异 , 其 蛋白 质 修 饰 方式 的 对 比 显示 所 有 差异 位 点 均 
位 于 功能 结合 区 域 〈 图 3-B 和 图 6-B )， 随 后 对 二 者 功能 差异 位 点 的 比 对 结果 显示 二 者 差异 
部 分 有 2 处 为 IGFs 保守 的 功能 结构 域 , 其 中 一 处 为 环 腹 蛙 IGF-I 特 异 的 功能 区 域 . 由 此 可 知 ， 
深入 挖掘 IGFs 的 功能 对 于 研究 环 腹 蛙 生理 代 谢 的 物种 特异 性 具有 重大 意义 。 
2.3 GH 的 序列 特征 分 析 
通过 克隆 测序 (图 7-A)， 获 得 了 环 腹 蛙 GH 基因 序列 (图 7-B )。 遗 传 多 态 性 分 析 结 果 
BSE GH 与 已 知 的 两 栖 动物 同 源 基 因 存 在 较 少 的 氨基 酸 位 点 突变 , 并 且 其 中 大 多 数 为 


同 义 氨基 酸 突 变 ， 对 其 功能 结构 影响 不 大 《图 7-C )。 
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图 7 WURI GH 的 序列 特征 分 析 


Fig.7 The sequence characteristic analysis of GH form Paa boulengeri 


A: WE GH 的 扩 增 ; B: PUKE GH 的 序列 分 析 ; C: 已 知 两 栖 动 物 的 GH 遗传 多 态 性 分 析 。 
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A: the gene amplification of GH from Paa boulengeri; B: the sequence analysis of GH from P. boulengeri; C: 


the genetic polymorphism analysis of GH from known amphibians. AAP4356.1 and CAA31038.1 are both stand 


for GH from Rana catesbeiana; XP_012816009 and XP_002933088.2 are both stand for GH from Xenopus 


tropicalis. The potential differentiation amino acid sites of GH from Paa boulengeri are shadowed in yellow. 
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Fig.7 The sequence characteristic analysis of GH form Paa boulengeri 
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Fig.8 The clustering analysis of GH from Paa boulengeri 
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Fig.9 The protein structure of GH from Paa boulengeri 


的 蛋白 质 三 维 结构 分 析 ; B: PAE GH 的 特异 功能 结合 位 点 预测 ，C: PURE GH 与 


人 类 GH 模板 lbp3.1.AI 的 蛋白 质 构象 差异 


分 析 。 


A: the 3D protein structure analysis of GH from Paa boulengeri; B: the specific functional target prediction 
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Fig.9 The protein structure analysis of GH from P. boulengeri 
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的 作用 N91。 外 源 性 GH 能 促进 蟾 内 幼 体 的 生长 ， 也 能 促进 牛蛙 幼体 下 肢 的 生长 0n1。 在 师 蛙 


发 育 的 后 期 ， 


育 和 变态 中 的 确切 作 月 


开 进 行 分 析 , 结果 发 现 三 者 与 已 知 两 


在 一 定 程度 的 功能 


分 化 。 遗传 进化 树 


1 液 中 内 源 性 GH 水 平 会 不 断 升 高 09。 但 内 源 性 GH 在 两 栖 动 物 幼体 生长 、 发 
HSA ARE DAF AS TET OT REE AYE GH, IGF- 1 和 IGF- 


MATRA 


FE 物 相 比 均 存在 较 多 氨基 酸 突变 位 点 , 说明 其 存 


RAAT EAS, 与 已 知 两栖 模 式 动 物 相 比 ， 棘 腹 蛙 IGF- 
I 和 7GF- 开 均 存 在 特异 的 物种 分 化 趋势 , 而 GH 的 进化 则 相对 保守 。 蛋白质 结构 分 析 显 示 ， 
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与 人 类 IGFs #6, HURE IGF-I 存 在 5 处 功能 作用 位 点 的 分 化 区 域 ，IGF-II 存 在 3 处 功能 作 
位 点 的 分 化 区 域 ;而 球 腹 蛙 GH 与 模式 硝 椎 动物 GH 相 比 ， 则 仅 有 PHE208 处 存在 氨基 酸 
突变 , 说 明 该 氨基 酸 位 点 对 于 更 腹 蛙 的 功能 分 化 具有 重要 研究 价值 。 值 得 注意 的 是 ,该 位 点 
在 两 栖 动 物 中 则 相对 保守 , 上 暗示 PHE208 是 两 栖 动 物 与 高 等 哺乳 动物 功能 分 化 的 氨基 酸 位 点 。 


综 上 所 述 , 尽 管 功能 结构 域 和 遗传 进化 特征 相对 保守 ,但 赤 腹 蛙 IGF-I 的 THR52、LEU53、 


[x] 


PHE72. PHE73, SER74, IGF-I} TYR81, LYS82, LYS83 以 及 GH 的 PHE208 为 潜在 的 
功能 作用 位 点 和 结合 位 点 。 鉴 于 本 课题 组 前 期 研究 发 现 GH/IGFs 轴 易 受到 温度 影响 ， 导 致 
塌 腹 蛙 曙 时 无 法 变态 甚至 死亡 ,成 时 生长 异常 。 因此， 本 研究 为 揭示 温度 如 何 介 导 GH/IGFs 
轴 代 谢 机 制 进而 调控 棘 腹 蛙 生长 发 育 筛选 了 分 子 靶 标 , 并 为 今后 环 腹 蛙 优 质 品 种 选 育 提供 理 
论 依据 。 
4 结 论 

PRUE GH/IGFs 轴 的 主要 基因 相对 保守 ， 但 与 已 知 模式 物种 相 比 ， 存 在 潜在 的 功能 分 
化 位 点 ， 可 作为 后 期 环 腹 蛙 GH/GFs 轴 功 能 研究 和 遗传 进化 特征 分 析 的 分 子 靶 标 。 
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Cloning and Sequence Characteristic Analysis of Growth Hormone/Insulin-Like Growth Factors 
Axis Key Genes from Paa boulengeri 
LUO Jie JIANG Yusong YANG Fan FAN Wenqiao” LIXiaoying 
(Chongqing Research Centers of Conservation and Development on Rare & Endangered Aquatic 
Resources, College of Life Science & Forestry, Chongqing University of Art & Science, 
Chongqing 402168, China) 
Abstract: Growth hormone (GH)/insulin-like growth factors (IGFs) axis was composed of GH 
system and IGFs system, which can promote cell proliferation, regulate growth and development, 
regulate physiological metabolism, as well as played an important role in the regulation of growth 
and development. In order to clear the functional structure and evolution characteristics of 
GH/IGFs axis from Paa boulengeri and to provide the theoretical basis for regulation study of 
growth and development for Paa boulengeri, the GH, insulin-like growth factor- | (JGF- Į ) and 
insulin-like growth factor-I] (IGF-II) from Paa boulengeri were cloned and the sequence 
characteristics of them were analysed. The results showed as follows: 1) multiple sequence 
alignment with amphibian model animals revealed that GH, IGF- I] and IGF-II displayed 
respective genetic polymorphisms within conserved functional domains, and the N-terminal 
domain of /GF- II showed a abbreviated evolution trend. 2) The phylogenic clustering analysis 
found that JGFs from Paa boulengeri and amphibians were classified to one cluster, and they had 
a near relationship with bony fish, which indicated IGF- I and IGF-II were comparatively 
ancient genes. IGFs from Paa boulengeri had a near relationship with aquatic animals such as 
frogs and fishes, which implied GH had a trend of convergent evolution. 3) To further define the 
specific functional sites of above genes, the protein structure of them were analysed by SWISS 
software, and some potential functional differentiation sites were found including THR52, LEUS3, 
PHE72, PHE73 and SER74 from IGF- | , TYR81, LYS82 and LYS83 from IGF- II , and PHE208 


from GH. The results indicate that the major genes of GH/IGFs axis from Paa boulengeri are 
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relatively conserved, but their exist some potential functional differentiation sites compared with 
known model species, which can be as molecular targets for the functional study and genetic 
characteristics analysis of GH/IGFs axis from Paa boulengeri in future. 
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